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基础 研究 


FoxM1 shRNA 慢 病毒 载体 构建 及 感染 人 人 前列腺 癌 细 肥 的 稳定 
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摘要 :目的 构建 携带 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 的 人 FoxM1 shRNA E 


组 慢 病 毒 载 体 ,并 构建 得 选 FoxMI 殴 低 的 人 前 列 腺 瘤 稳 定 细胞 


株 ,检测 FoxM1 的 表达 及 对 细胞 增殖 能 力 的 影响 。 方 法 设计 并 合成 3 对 特异 性 针对 人 FoxM1 基因 的 shRNA 靶 序列 ,构建 到 
pHBLV-U6-ZsGreen-Puro 慢 病 毒 载 体 中 ,测序 鉴定 载体 构建 情况 ,利用 慢 病毒 三 质粒 系统 转 染 包装 293T 细 胞 ,荧光 显微镜 下 观 
察 转 染 效 率 。 收 集 到 的 病毒 上 清 转 染 人 前 列 腺 癌 DU-145 细胞 , Real-time PCR 检测 各 组 细胞 FoxM1 mRNA 水 平 , 经 呀 叭 霉 素 


筛选 建立 FoxM1 项 低 稳定 细胞 株 ,用 Western blotting 法 检测 细胞 中 FoxM1 表达, 并 用 MTT 法 观察 稳 转 细胞 的 生长 增殖 活性 ， 
xtA 胞 术 观 察 稳 转 细胞 凋 亡 情况 ,平板 克隆 实验 观察 稳 转 细胞 的 克隆 形成 能 力 。 结 果 2 


经 测序 鉴定 成 功 构 建 了 3 对 FoxMI1 


shRNA 慢 病毒 载体 ,并 进行 包装 ,感染 DU-145 细 胞 后 Real-time PCR 检测 结果 表明 第 1 对 慢 病 毒 载 体 干扰 效率 最 佳 , 嗓 吟 霉 素 


抗 性 筛选 建立 了 FoxMI 项 低 稳定 细胞 株 , 荧 光 显微镜 观察 感染 效率 较 高 ,Western blotting 结 果 显 示 细 胞 中 FoxMI 蛋白 表达 明 
显 受 到 抑制 ,细胞 的 生长 增殖 能 力 明 显 受 限 ， ME s FoxM1 项 低 组 细胞 凋 亡 率 高 于 对 照 组 ,平板 克隆 实验 结果 表 
明 FoxM1 敲 低 组 细胞 克隆 形成 能 力 下 降 。 结 论 本 研究 成 功 构建 了 FoxM1 shRNA 慢 病毒 载体 ,建立 了 FoxM1 敲 低 稳定 前 列 腺 


瘤 细胞 株 ,抑制 细胞 内 FoxMI 的 表达 能 够 抑制 前 列 腺 瘤 细胞 DU-145 的 生长 增殖 、 克 隆 形成 能 力 ,并 能 诱导 细胞 凋 亡 。 
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Construction of a lentiviral vector of FoxM1 shRNA and its transfection into human 


prostate cancer cell lines in vitro 
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Abstract: Objective To construct a recombinant lentiviral vector that co-express green fluorescent protein (GFP) and FoxM1 
shRNA and establish a prostate cancer cell line with stable FoxM1 down-regulation. Methods Three interfering sequences 
targeting FoxM1 were designed and inserted into the lentiviral vector pHBLV-U6-ZsGreen-Puro. After identification by DNA 
sequencing, the lentiviral vectors carrying Foxm1 shRNA were packaged in 293 cells. The lentiviral particles were collected to 
infect human prostate cancer DU-145 cells, and the transfection efficiency was observed under fluorescence microscope; the 
interference efficiency was assessed using real-time PCR. DU-145 cells with stable FoxM1 down-regulation were screened with 
puromycin, and the expression level of FoxM1 was detected by Western blotting and the cell growth was observed using MTT 
assay. The stably transfected cells were examined for cell apoptosis and cell clone formation capacity with flow cytometry and 
colony formation assay. Results DNA sequencing demonstrated successful construction of the 3 FoxM1 shRNA lentivirus 
vectors. Real-time PCR showed a high interference efficiency of FoxM1 shRNAI vector, which resulted in obvious 
down-regulation of FoxM1 in DU-145 cells. Western blotting showed that the expression of FoxM1 protein was decreased in 
FoxM1 shRNA1 lentivirus-transfected cells, which displayed a suppressed cell proliferation, increased apoptosis rate, and 
attenuated clonogenic ability. Conclusion We have successfully established a prostate cancer cell model with stable FoxM1 
down-regulation, which shows lowered proliferative and clonogenic activities with increased cell apoptosis. 
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位 ,死亡 率 位 居 第 2 位 "。2012 中 国 肿瘤 登记 年 报 统计 
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A Sc B ge e E B P JE HE S 6 ROSA 

肿瘤 ,其 发 病 率 和 和 死亡 率 逐 年 上 升 。 这 与 医疗 水 平 的 提 
高 ,人 民 寿 命 的 延长 ,生活 方式 的 不 合理 以 及 前 列 腺 净 
科 查 的 推广 善 及 等 因素 有 关 。 研 究 发 现 FoxMI 在 肝 
癌 E o ; 
并 与 肿瘤 病人 预后 有 相关 性 ™。 人 研究 表明 FoxM1 参 与 
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了 肿瘤 的 增殖 .转移 . 耐 药 等 多 种 致 病 机 制 ” ,本 课题 组 
前 期 研究 发 现 FoxMI 在 人 前 列 腺 癌 中 的 表达 量 增加 ， 
但 对 其 在 前 列 腺 瘤 中 的 作用 机 制 有 待 进一步 的 深入 研 
究 。RNA 王 扰 技术 因 是 研究 基因 功能 的 重要 方法 , 慢 
病毒 载体 作为 介 导 RNA 干 扰 的 工具 能 够 将 目的 基因 整 
合 到 宿主 细胞 内 ,使 细胞 中 基因 长 期 稳定 低 表达 "。 本 
研究 将 构建 携 载 绿色 死 光 蛋白 (GFP) 的 FoxM1 shRNA 
慢 病 毒 载 体 , 并 建立 人 前 列 腺 瘤 稳定 细胞 株 ,观察 和 鉴 
定 其 转 染 效 率 和 干扰 效率 ,为 进一步 研究 FoxMI 在 体 
内 外 对 前 列 腺 癌 细 胞 及 组 织 的 作用 奠定 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 主要 试剂 及 仪器 

质粒 抽 提 试剂 盒 购 于 康 为 世纪 公司 ,逆转 录 试 剂 
fx , Real-timePCR i78] AI H TOYOBO, Trizol Lipo- 
fectamine 2000, MTT 购 F| Invitrogen, 载体 pHBLV- 
U6-ZsGreen-Puro 购 于 汉 恒 生物 科技 有 限 公 司 ( 上 海 )， 
KPIA ADHS F Invitrogen, RHENE T, 
连接 酶 DNAladder 购 于 Fermentas , BER PIORA 
于 Axygen, 慢 病毒 包装 系统 汉 恒 生物 科技 有 限 公 司 ( 上 
海 ) , 味 叭 霉 素 购 自 美国 Sigma, 细 胞 培养 基 RPMI 1640 
培养 基 购 自 Gibco, 胎 牛 血 清 FBS 购 自 HyClone, 免 抗 人 
FoxMI 购 自 Abcam, 鼠 抗 人 GADPH 购 自 Santa, 羊 抗 
免 . 免 抗 鼠 二 抗 购 自 北京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 
凋 亡 试剂 盒 Annexin V-APC Apoptosis Analysis Kit 购 
于 天 津 三 第 生物 技术 有 限 公司 。 

1.2 FoxM1 shRNA 慢 病毒 载体 的 构建 及 鉴定 

根据 Genebank 中 人 FoxM1 基因 序列 设计 特异 性 
针对 FoxM1 基因 的 3 条 shRNA 序列 上 下 游 分 别 加 入 
BamH I ,EcoR I Ev: 

(1) FoxM1 shRNAI: 5-GATCCGGGCCCAACA 
GGAGTCTAATCAACTCGAGTTGATTAGACTCCT- 
GTTGGGCTTTTTTC-3' 

S-AATTGAAAAAAGCCCAACAGGAGTCTAA 
TCAACTCGAGTTGATTAGACTCCTGTTGGGCCC 
G-3' 

(2) FoxM1 shRNA2: 5-GATCCGCACTATTCAA 
CAATAGCCTATTTCAAGAGAATAGGCTATTGTT- 
GATAGTGCTTTTTTC-3' 

S'-AATTGAAAAAAGCACTATCAACCAATAG 
CCTATTCTCTTGAAATAGGCTATTGTTGATAGTG 
CG -3' 

(3) FoxMI shRNA3: 5-GATCCGCCAATCGTT 
CTCTGACAGAAGTTCAAGAGATTCTGTCAGAG 
AACGATTGGCTTTTTTC-3' 

S'-AATTGAAAAAATGGGAATGGAAGGATCT 


GTTAAAGCACATAACAGATCCTTCCATTCCCAC 
G-3' 

XJ H82H Scramble, Bl] Lv-Scramble 71] : 

5-GATCCTTCTCCGAACGTGTCACGTAATTC 
AAGAGATTACGTGACACGTTCGGAGAATTTTIT 
G-3' 

5-AATTCAAAAAATTCTCCGAACGTGTCAC 
GTAATCTCTTGAATTACGTGACACGTTCGGAGA- 
AG-3' 

引物 由 上 海 桑 尼 生 物 合成 ,分 别 稀释 至 100 umol/L, 
之 后 进行 退火 反应 ,退火 程序 为 95 %C ,10 min;75 ©, 
10 min;55 % ,10 min;35 C,10 min;15 % ,10 min, 使 
用 BamH I ,EcoR I 双 酶 切 对 pHBLV-U6-ZsGreen-Puro 
载体 进行 酶 切 之 后 胶 回 收 载 体 片段 。 将 FoxM1 shRNA 
片段 与 载体 连接 反应 , 4 CC 过 夜 。 将 连接 反应 混合 物 转 
化 大 肠 杆菌 DH5a,37 % 过 夜 。 挑 取 单 克隆 后 37 "CHE 
菌 14 ph, 菌 液 送 上 海 桑 尼 生物 技术 有 限 公 司 测序 。 鉴 定 
正确 后 大 量 扩 增 慢 病 毒 质粒 。 
1.3 重组 慢 病毒 的 包装 及 滴 度 测定 

制备 慢 病毒 穿梭 质粒 及 其 辅助 包装 原件 载体 质 
粒 ,3 种 质粒 (pSPAX2, pMD2G, pHBLV-U6-FoxM1 
shRNA-ZsGreen-Puro) 载 体 分 别 进行 高 纯度 无 内 毒素 
抽 提 , 按 Lipofectaminm2000 转 染 试剂 说 明 书 共 转 染 
293T 细 胞 , 转 染 后 6 h 更 换 为 完全 培养 基 ,培养 48 h 和 
72h 后 ,收集 富 含 慢 病毒 颗粒 的 细胞 上 清 液 ,0.45 uum JE 
器 过 滤 病 毒 上 清 液 ,病毒 上 清 液 通过 超 离 心 浓缩 病毒 。 
对 其 浓缩 后 得 到 高 滴 度 的 慢 病 毒 浓 缩 液 。 分 装 
后 -80 CC 中 保存 病毒 液 

采用 稀释 计数 法 测定 各 组 病毒 滴 度 。 第 1 天 将 生 
长 状态 良好 的 293T 细 胞 消化 计数 后 稀释 至 1x10YmL， 
加 入 96 孔 板 ,100 uL / 孔 ,为 每 个 病毒 准备 6 个 孔 。 放 人 
37 C,5% CO, 培 养 箱 中 培养 。 第 2 天 做 6 个 稀释 度 
(107?x10?) ,加 入 对 应 的 96 孔 板 中 。24 h 后 更 换 培养 基 ， 
定期 观察 。48 h 后 在 荧光 显微镜 下 观察 结果 ,荧光 百 分 
比 在 10%~30% 的 孔 计 算 病 毒 滴 度 。 滴 度 (PFU/mL)= 细 
胞 数 x 欧 光 百 分 比 xMOI(1 )x 病 毒 稀释 倍数 x10?。 
1.4 细胞 培养 

人 前 列 腺 癌 细 胞 DU-145 由 军事 医学 科学 院 生物 
工程 研究 所 周 建 光 教 授 提供 。 复 苏 冻 存 的 DU-145 细 
胞 , 重 悬 于 含 10% FBS 的 RPMI 1640 培养 基 中 ,加 入 
1% 谷 所 酰胺 及 1% 青 链 霉 素 。 置 于 25 cm 培养 瓶 ， 
37 % .5% CO, 细 胞 培养 箱 中 培养 。 每 1~2 d 换 液 1 次 ， 
待 细 胞 80%~90% 融 合 后 用 0.25% 胰 酶 消化 传代 。 
1.5 慢 病 毒 载体 转 米 细胞 及 相关 检测 

DU-145 细 胞 接种 于 6 孔 板 中 ,5x107 孔 ,细胞 60%~ 
70% 融 合 时 加 入 慢 病毒 进行 感染 ,24 h 更 换 培养 基 ,48 h 
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后 荧光 显微镜 下 观察 GFP 表 达 效 率 。 加 入 哄 叭 霉 素 进 
行 筛 选 ,每 24h 更 换 含 呀 吟 霉 素 的 培养 基 ,2 d 传 代 1 次 ， 
0.25% 胰 酶 消化 传代 ,传代 3~4 次 后 收集 细胞 。 
1.6 Real time PCR 检测 FoxM1 mRNA A 3& fh 37H ac 
干扰 慢 病 毒 载体 

Trizol 法 提取 慢 病 毒 感染 的 DU-145 细胞 总 RNA,， 
逆转 录 试 剂 盒 道 转录 cDNA ,实时 荧光 定量 PCR 检测 
细胞 内 FoxM1 mRNA 表达 水 平 ,内 参 为 GAPDH。 反 应 
条 件 :95 C 预 变性 15 min,95 © 5 s,64 %C 退 火 30 s,40 个 
循环 。 引 物 序列 为 :FoxM1:( 目 的 产物 片段 大 小 220 bp): 
上 游 引 物 :5-GGACCAGGTGTTTAAGCAGCA G-3'; 
下 游 引 物 : S-CAATGCGGACTCGCTTGCTA T-3'; 
GADPH( 目 的 片段 大 小 137 bp) :上游 引 物 :5-GCAC 
CGTCAAGGCTGAGAAC-3'; 下 游 引物 :5'-TGGTGA 
AGACGCCAGTGGA-3'; 由 上 海 生 工 生物 公 司 合成 。 
1.7 细胞 生长 活性 及 细胞 克隆 能 
1.7.1 MTT 法 检测 感染 后 细胞 生长 活性 PRY 
对 数 生长 的 细胞 , 胰 酶 消化 后 制备 单 细 胞 悬 液 ,以 1x 
107 和 孔 接 种 于 96 孔 板 ,每 个 时 间 点 设 3 个 复 孔 ,定时 加 入 
20 uL MTT, JEA 4 h Ji JIILA DMSO, ,之 后 酶 标 仪 检测 
490 nm 波长 处 吸光 度 值 ,连续 检测 8 d, 绘 制 生长 曲线 。 
1.7.2 平板 克隆 实验 检测 细胞 克隆 能 力 _ 取 感染 后 对 数 
生长 的 细胞 ,制备 细胞 悬 液 ;稀释 悬 液 ,种 于 培养 亚 ; 轻 
轻 晃动 ,使 细胞 均匀 分 布 。 细 胞 培养 箱 中 培养 2~3 周 ，; 
经 常 观察 , 当 看 到 有 克隆 形成 时 ,终止 培养 ;染色 :a.PBS 
么 柔 洗 3 次 ;b. 多 肾 甲 醛 固 定 15 min;c. 去 除 固定 液 ,结晶 
紫 染 色 ,30 min;d. 洗 净 染 色 液 ,室温 干燥 。 倒 置 平 显 ,县 
加 带 格 的 透明 胶片 ,显微镜 下 计数 细胞 克隆 数 。 
1.8 细胞 FoxM1 有 蛋白 表达 及 凋 亡 检 测 
1.8.1 Western blot 检 测 FoxM1 和 蛋白 表达 收集 细胞 ,加 
入 细胞 裂解 液 ,提取 总 蛋白 ,等 量 蛋 白 上 样 ,经 
SDS-PAGE 电 泳 . 转 膜 .5% 脱 脂 牛 奶 室温 封闭 1 h 分别 
加 一 抗 免 抗 人 FoxMI1(1: 500) 及 鼠 抗 人 GADPH(1: 
1000)4 CFA ET , TBST DEJES 3 K, 8] 10. min, 羊 抗 
免 . 免 抗 鼠 二 抗 (1:2000) 分 别 室温 孵育 1 h,TBST 洗 膜 3 
次 ,每 次 10 min, DAB 显 色 检 测 蛋 白 表 达 。 
1.8.2 流 式 细胞 仪 检测 细胞 凋 亡 细胞 凋 亡 检测 :感染 
后 的 稳定 细胞 株 , 胰 酶 消化 后 制备 1x10' 悬 浮 液 , 重 悬 至 
预 冷 的 PBS 中 ;将 细胞 悬浮 在 1xBinding Buffer 中 ,300 
8 离心 10 min, 弃 去 Binding Buffer; 细胞 重 悬 在 1 mL 
1xBinding Buffer 中 ;每 管 加 入 100 kL 细胞 ,5 uL 
Annexin V-APC; 轻 轻 振 荡 ,室温 孵育 $ min, 避 光 ; 加 入 
5 uL PRIA Z IIA 5 min , 避 光 ;加 入 500 uL PBS , 轻 
轻 混 匀 ;上 机 检测 。 
1.9 统计 学 方法 

数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 采 用 SPSS 13.0 统 计 软 


件 分 析 , 两 组 间 均 数 比 较 采 用 :检验 ,多 组 间 均 数 比 较 采 
用 方差 分 析 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 重组 慢 病毒 载体 的 构建 及 鉴定 

慢 病 毒 载体 pPHBLV-U6-ZsGreen-Puro( 图 1) 经 过 
酶 切 后 的 片段 在 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 中 的 条 带 大 小 为 
7.7 kb( 图 2)。 其 与 合成 的 3 对 FoxM1 shRNA 连接 产物 
得 到 的 重组 质粒 ,经 过 转化 大 肠 杆 菌 DH5a, 挑 菌 ,37 C 
摇 菌 过 夜 , 送 公 司 测序 鉴定 ,结果 表明 3 个 FoxMI 
shRNA 慢 病毒 载体 构建 成 功 (图 3)。 
2.2 慢 病 毒 包装 及 病毒 滴 度 测定 

三 质粒 共 转 染 293T 细 胞 ,48 h 后 细胞 出 现 融合 现 
象 ,荧光 显微镜 下 观察 到 较 强 的 绿色 菊 光 (图 4)。 转 染 
效率 高 ,病毒 包装 成 功 。 干 扰 组 对 照 滴 度 =4x10x10%x 
MOI(1)x 病 毒 稀释 倍数 (30)x10=1.2x10* PFU/mL， 


SLTR 
7 v 
RRE 
pUC ori pHBLV-U6-ZcGreen-Puro 
8991 bp 
ds s a 
FcoR | = 
Bgl I MCS 
F4 
3LTR X *, Powe 
i. Bgl ll 
Nem ZsGreen 
Puro * Prox 


1 pHBLV-U6-ZsGreen-Puro 干 扰 载 体 图 谱 
Fig.l Structure map of the lentiviral vector pHBLV-U6- 


ZsGreen-Puro. 


7758 bp 
2 pHBLV-U6-ZsGreen-Puro 干扰 
载体 
Fig.2 Identification of the lentiviral 
vector pHBLV-U6-ZsGreen-Puro. 
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图 3 FoxM1 shRNA 慢 病毒 载体 测序 结果 
Fig.3 Identification of the lentiviral vector pHBLV-U6-ZsGreen- 
Puro. A: FoxM1 shRNAT; B: FoxM1 shRNA2; C: FoxM1 shRNA3. 


FOXMI shRNA jjj EE-4x 10*x 10260x MOI C1 )x 病 毒 稀 释 
倍数 (30)x10=1.2x10: PFU/mL。 滴 度 (PFU/mL)= 细 
胞 数 x 荧光 百分比 xMOI(1)x 病 毒 稀释 倍数 x10’。 
2.3 慢 病 毒 载体 转 数 DU-145 细胞 及 Real-time PCR F 
扰 效 率 筛 选 

各 组 慢 病 毒 感染 DU-145 细胞 48 h 后 ,细胞 生长 状 
态 良 好 , 转 染 效 率 较 高 。Real-time PCR 结果 显示 :3 对 
FoxMI shRNA 病毒 载体 感染 后 的 DU-145 细胞 中 
FoxMI mRNA 表达 水 平 较 空白 载体 组 显著 降低 (图 $)， 
FoxMI shRNAI 的 敲 低 效果 最 为 显著 ,因此 确定 其 为 筛 
干扰 效果 较 好 的 慢 病毒 载体 ,大 量 包 装 慢 病毒 以 备 
后 续 实 验 。 病 毒 感染 细胞 后 经 嗓 叭 霉 素 筛选 后 的 细 
胞 形态 学 无 明显 变化 ,生长 状态 良好 ,稳定 表达 绿色 交 
光 ( 图 6)。 
2.4 慢 病 毒 载 体 转 染 后 DU-145 生 长 活性 

FoxMI shRNAI 稳定 转 和 的 DU-145 细 胞 培养 8 d 
后 ,MIT 法 检测 96 孔 板 各 孔 490 nm 波长 处 的 吸光 度 
值 ,绘制 出 细胞 的 生长 曲线 (图 7) , 较 空 白 载 体 组 ,稳定 
表达 FoxM1 shRNA1 的 DU-145 细 胞 生长 速度 明显 减 


FoxM1 shRNA2 FoxM1 shRNAI Control 


FoxM1 shRNA3 


图 4 FoxMI shRNA 慢 病毒 包装 后 荧光 显微镜 下 观察 293T 细胞 
Fig.4 Fluorescence of 293T cells packaging FoxM1 shRNA 
lentiviral vectors (Original magnification: x100). A, B: Control; C, 
D: FoxM1 shRNA1; E, F: FoxM1 shRNA2; G, H: FoxM1 shRNA3. 
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0.2 
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图 5 FoxMI shRNA 转 染 细胞 后 Real time-PCR 检测 
FoxM1 mRNA 的 表达 

Fig.5 Relative expression of FoxM1 mRNA in lentivirus 
transduced DU145 cells detected by real-time PCR. *P« 
0.05 vs control. 


慢 , 两 组 之 间 差异 有 统计 学 意义 (P<0.05) ,说 明 抑 制 
FoxM1 表达 能 够 抑制 DU-145 细胞 的 生长 增殖 能 
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Control 


FoxM1 shRNA 


图 6 荣光 显微镜 下 观察 FoxM1 shRNA 慢 病毒 转 染 染 DU-145 细 胞 
Fig.6 Fluorescence and bright-field images of DU145 cells after lentiviral 
transduction (Original magnification: x40). A: Control; B: FoxM1 shRNA. 


| m Control 
| Æ FoxMI shRNA 


1 2 3 4 5 6 7 8 
Time after lentiviral transduction (d) 


图 7 FoxMI shRNA 慢 病毒 转 染 后 DU-145 细 胞 生长 曲线 
Fig.7 Cell growth of DU145 cells. *P<0.05 vs control. 


2.5 慢 病 毒 载体 转 数 后 DU-145 克隆 形成 能 

建立 好 的 FoxMI 硕 低 稳定 细胞 株 ,选取 生长 状态 
良好 的 细胞 ,接种 2 周 后 ,显微镜 下 观察 形成 克隆 数 ( 图 
8), TEFoxMI 项 低 组 ,细胞 形成 克隆 数目 少 , 克 隆 小 ， 
克隆 率 显著 低 于 正常 组 (P<0.05)。 说 明 FoxM1 能 够 促 
进 前 列 腺 癌 细 胞 增殖 和 克隆 形成 。 
2.6 Western blot 检 测 转 染 后 DU-145 细胞 内 FoxM1 有 蛋 
白 表 达 

应 用 Western blot 检测 FoxM1 shRNAI fa 转 
DU-145 细胞 内 FoxM1 Æ AKERI ,结果 显示 : 
FoxM1 蛋白 水 平 表 达 较 空白 载体 组 显著 降低 ,表达 水 
平分 别 为 对 照 组 3.95+0.435,FoxM1 硕 低 组 1.82+0.132 
(P<0.05, 图 9)。 
2.7 慢 病毒 载体 转 染 后 干扰 FoxM1 表 达 对 细胞 凋 亡 能 
力 的 影响 

图 10 流 式 细胞 术 结 果 显 示 , 对 照 组 .FoxMI1 AHR 
DU-145 细胞 凋 亡 率 分 别 为 (10.647 x 0.653)96 和 
(14.877+0.460)% ,两 组 间 具 有 显著 差异 ,P<0.05。 结 
表明 FoxMI 敲 低 组 细胞 凋 亡 率 高 于 对 照 组 。 


A Control 


FoxMI shRNA 


o 
un 
[-] 


Numbers of cell clones 


Control FoxMI shRNA 


图 8 FoxMI shRNA 转 染 细胞 后 细胞 克隆 形成 能 
Fig.8 Colony formation of FoxM1 shRNA-transfected 
cells. *P<0.05 vs control. 


3 讨论 

LAE (Fox FERAT AKR FoxM] 在 多 种 肿 
瘤 细胞 中 表达 异常 增加 ?9。FoxMI1 参与 多 个 肿瘤 致 病 
转移 环节 ,包括 细胞 周期 与 增殖 细胞 衰老 .血管 生成 、 
迁移 浸润 及 化 疗 后 药物 抵抗 等 5。 研 究 发 现 前 列 腺 上 
皮 细 胞 中 FoxM1 参 与 前 列 腺 癌 发 生 密切 相关 ,前 列 腺 
癌 组 织 中 FoxM1 表达 量 明显 增高 ”, 本 研究 团队 前 期 研 
究 发 现 FoxM1 参 与 前 列 腺 癌 转 移 “。FoxMI1 在 肿瘤 的 
SI FERE 治疗 . 耐 药 等 多 个 环节 有 重要 作用 ,但 是 具 
体 的 作用 机 制 尚 不 明确 ,有 待 深入 人 研究 。 

生物 学 研究 中 ,病毒 成 为 将 DNA 或 RNA 传 递 进入 
细胞 的 有 效 载体 。 病 毒 复杂 的 结构 利于 其 进入 细胞 、 转 
运 基 因 以 及 整合 对 细胞 基因 组 以 表达 病毒 的 基因 组 ， 
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Control FoxMI shRNA 此 在 基因 传递 载体 中 是 最 为 高 效 的 ""。 来 源 于 逆转 录 
家 族 的 病毒 具有 独特 的 优势 ,它们 能 够 将 自己 的 RNA 
转换 成 DNA 并 整合 至 靶 细 胞 的 染色 体 中 光 。 慢 病毒 载 
体 用 于 基因 传递 已 经 有 20 多 年 历史 了 , 它 具 有 以 下 特 
is 征 :能 够 将 载体 整合 至 宿主 基因 组 中 ,稳定 传递 基因 ; 具 


有 感染 分 裂 和 非 分 裂 细 胞 的 能 力 ;具有 广泛 的 组 织 哮 
性 ;病毒 转 导 后 不 表达 病毒 蛋白 ;传递 复杂 的 多 顺 反 子 
或 包含 内 含 子 序列 的 遗传 元 件 ;更 为 安全 的 整合 位 点 谱 
以 及 相对 容易 的 病毒 操作 和 生产 体系 ”。 人 人 免疫 缺陷 
病毒 (HIV) 是 目前 较为 常用 的 慢 病毒 载体 ”“。 关 于 其 


9 FoxM1 shRNA 转 染 细胞 后 Western 
Blot 检 测 FoxM1 蛋白 的 表达 
Fig.9 Expression of FoxM1 protein in cells 
detected by Western blotting. 
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图 10 FoxM1 shRNA 转 染 细胞 后 流 式 细胞 仪 检测 细胞 凋 亡 增加 
Fig.10 Increased apoptosis of FoxM1 shRNA-transfected cells detected by 


flow cytometry. 


安全 性 在 学 术 界 也 有 过 争论 ,一 种 观点 认为 非 HIV 载 体 
更 为 安全 ,因为 它们 来 源 于 不 感染 人 类 的 病毒 ;而 男 外 
一 种 观点 认为 ,来 源 于 分 子 生 物 学 以 及 发 病 机 制 已 为 人 
知 , 有 多 重 药物 治疗 方法 的 病毒 相对 较 在 人 体 致 病 机 制 
尚 不 清楚 的 病毒 更 为 安全 ”。HIV 病毒 除了 其 在 分 裂 
和 非 分 裂 细胞 中 稳定 的 整合 转基因 能 力 外 ,还 拥有 较 其 
他 病毒 更 低 的 插入 突变 诱发 率 ”。 

慢 病毒 载体 的 应 用 包括 稳定 的 转基因 过 表达 ,持续 
的 基因 沉默 ,免疫 ,活体 成 像 ,制备 转基因 动物 ,诱导 多 
能 细胞 等 "。 慢 病毒 因 其 能 够 有 效 转 导 非 分 裂 细 胞 , 抗 
原 递 呈 细胞 而 成 为 具有 潜力 的 疫苗 递送 载体 。 在 小 鼠 
恶性 黑色 素 痛 模 型 中 , 慢 病毒 介 导 的 肿瘤 特异 免疫 能 够 
抑制 肿瘤 的 活性 *; 慢 病毒 载体 是 制备 转基因 动物 的 研 
究 工 具 , 目 前 采用 此 技术 成 功 生产 了 不 同 种 类 的 转基因 
动物 ,包括 小 鼠 、 大 鼠 \ 猪 . 牛 猴子 和 鸟 类 ", 慢 病毒 技 
术 产 生 的 转基因 动物 具有 较 高 的 转基因 表达 水 平和 更 
高 的 生存 率 , 且 未 观察 到 副 反 应 ”; 慢 病毒 载体 在 肿瘤 
的 免疫 基因 治疗 方面 也 取得 了 很 大 进展 ,研究 认为 慢 病 
毒 载 体能 够 用 于 产生 以 树 窒 状 细胞 为 基础 的 抗 肿瘤 疫 
苗 并 将 肿瘤 特异 受 体 递送 给 细胞 ,也 能 通过 调节 调 
T- 放疗 化 疗 和 血管 生成 等 相关 分 子 调 节 肿 瘤 细 胞 及 其 
进展 ;在 基因 功能 研究 中 ,抑制 基因 表达 的 RNA 干 扰 


技术 采用 慢 病毒 作为 载体 已 经 比较 成 熟 ”“” ,近期 还 有 
研究 者 通过 慢 病 毒 过 表达 miRNA 辑 序列 从 而 在 活体 稳 
ERIR mi RNA 功能 的 人 研究” ; 慢 病毒 在 体 在 活体 成 像 
领域 也 有 重要 的 地 位 ,从 起 初 的 将 绿色 灾 光 和 蛋白 转 入 细 
胞 到 后 来 的 至 火 虫 奖 光 素 酶 基因 转 和 信人 胚胎 干细胞 以 
监测 其 在 活体 动物 中 的 生长 情况 ”。 

本 实验 设计 合成 了 3 条 FoxM1 的 siRNA 和 shRNA 
序列 ,分 别 将 其 连接 在 表达 GFP 和 嗓 叭 霉 素 的 慢 病 毒 载 
体 pPHBLV-U6-ZsGreen-Puro 上 ,继而 包装 病毒 并 得 到 
了 高 低 度 的 FoxM shRNA 慢 病毒 载体 。 用 病毒 液 感染 
人 前 列 腺 癌 细 胞 DU-145,real-time PCR £à 5 656 58] 1 
条 干扰 效率 较 高 的 慢 病毒 载体 。 携 带 GFP 的 慢 病 毒 载 
体 转 染 细胞 ,利用 细胞 发 出 荧光 的 强度 和 数量 直观 地 观 
察 转 染 效率 ;建立 稳定 转 染 的 细胞 株 , 移 植 在 活体 动物 
后 可 以 实现 活体 成 像 。 本 实验 利用 慢 病毒 载体 干扰 前 
列 腺 癌 细 胞 中 FoxM1 的 表达 后 ,Western bloting 检 测 到 
细胞 内 FoxM1 的 表达 水 平 显 著 降 低 ,细胞 的 生长 增殖 
能 力 及 克隆 形成 能 力也 有 所 下 降 ,FoxM1 敲 低 后 ,细胞 
凋 亡 明显 增加 。FoxM1 shRNA 慢 病毒 载体 的 成 功 构 建 
为 本 课题 组 进一步 开展 FoxM1 在 前 列 腺 癌 致 病 机 制 的 
基础 研究 及 活体 动物 研究 英 定 了 基础 。 
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